




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































⑪ 農⑪ 羅⑪ 6⑪
Fig．9．　E鐸ects　of　various　concentrations　of（A）NADPH，（B）NADH，　or　their　oxidized
fo㎜s（C）NADP＋（○）or　NAD＋（△）on　MCLA－mediated　chemilu曲escence
responses　in　the　concentra重ed　celレfゼee　supema重anωf　C　1η∂．面∂。　After　the　addition　of
MC：LA（5μg／ml），　indicated　co簸ce鰍ation　of　each　reage磁was　added観he　cdl－ffce
s腿pe］mat＆nt　at乾he　poin竃indicated　by　a鑓ow　and　chemil腿minosc磁coπesponses　were
measured　as　described　in重he　leg鐙d　to　Fig．8．
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Fig．10。　Effect　o£diphenyleneiodonium（DPI）on£he　NAD：PH－dependent
chemiluminescenco　response　in　the　ce11－free　supema重an重of　Cエη∂加a　The　ce11－free
supema伽ts　were　pretreated　with　various　conceutrations　of　DPI（0－50μM）for　10　min　at
2プC。After　simultaneous　addition　of’NADPH（1　mM）and　MCLへ（5μg／ml），
chomi豆uminescence　r◎sponses　duri蹴g　30　sec　wore　measurod　and　results　were　expresse4
as　a％of　control　va豆uo　ohelativo　in鑑e鷺sitios　of　in産egrated　omission　during　30　sec．：Each
poi窟rcprosents　the　average　of　triplicate　measurements。
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Fig．1t　I㎜unoblotling　analysis　of　the　cell一難ee　supematant　of伽2伽with　the
primary　antibody　against　human　nou霊rophil　cytochrome　b5581arge　subuni重（gp91phox）．
The　supematant　was　electrophoretically　separated　in　a　75％polyacrylamide－SDS　gel，
t罫ansferred　to　PVDF　membra∬e，　and　imm膿ostained　with　primary　a耐ibody　and
s鷲bsequont　HRP－co煽ugated　secondary　an寛ibody．：Lane　1，　molec臆1厳weight　markors；
豆ane　2，　ce11－f慰ee　supema捻耐of　Cエη∂r加a．
4攣
A
C D
40』膿m
Fig。12．　Indirect　immunofluorcscence　detection　of　the　proteins　cross－reacted　wi塾h
antibody　against　human　ne瞭ophil　cytochromeわ5581arge　subunit（gp91phox）in　C
1ηa面aAfter　l　h　incubation　with（A，　C）or　without（B，　D）anti一：Li　antiserum，　C　1ηa加∂
ce11s　wero　washed　twice　with　PBS　and宣he蹴roacted　with　FITC－1abe1◎d　seco難da罫y
antibody．　Af匙er　washing　wi急h　PBS，　the　cells　were　obse罫ved　with　phase－co臆as癒（A，　B）
or　fluorescence　microscopy（C，　D）。
5⑪
咽
Fig。13。　Sou電hem　blot　ana且ysis　of　C加aπ9加gonomic　DNA．　C　1ηa面a　DNA　samplo　was
digested　with　B∂加H1，　and　resulti蹴g　fragmon重s　wefe　separated　on　a　1．5％agarose　ge1．
After　blo重ti蹴g，　the　filter　was　hybridized　with　DIG－probe　encoding　Gterminal　regio鷺of
human　gp91phox．
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Fig．14。　Comparison　of重he　amino　acid　sequences　of　C－terminal　region　in
gp91phox／human，　gp65mox／human，　Renox／human，　Thox1／human，　and　Amわ歓～ρ5f5
訪∂舶加gp91phox　homologue。　Shaded　boxos　indicate　identicahesidues　with　gp91phox。
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第4節小括
　Cm∂加∂は通常の培養条件下においても常に活性酸素を産生しており、
その活性酸素を介した魚毒性の可能性が示唆されている。しかしながら、C
加磁朋の活性酸素産生機構についてはまだ多くの多が不明である。様々な生
物系における活性酸素産生機購の多くはNAD（P）Hを補酵素として02分子の
1電子還元によって02嗣を産生する酵素反応であることが知られている。そ
の代表例が哺乳類の好中球やmacrophageの細胞膜に存在するNAD（P）H
oxidaseである。この酵素は膜タンパク質であるcytochrome　b558（大サブユニ
ットgp91phoxと小サブユニットp22phoxから成る）に細胞外からの刺激に伴
い、会合す3種類の細胞質に存在する調節タンパク質で構成される複合タン
パク質である。最近の研究により、高等植物にもNADPH　oxidase様の酵素が
存在しており、病原細菌の侵入に対して、防御的に活性酸素を産生する反応
の存在が明らかにされつつある。事実、哺乳類のNADPH　oxidaseの構成タン
パク質と免疫学的に類似するタンパク質成分が植物細胞にも存在することを
示す研究報告がある（Segalθf　8エ1989、　VianeUo　and　Macri　1991）。
　Cma加aを細胞膜を通過できないproteinase　Kで処理すると活性酸素産
生が著しく低下することから、C加磁朋細胞表層に存在する酵素系が活性酸
素産生に関与していると推定されていた。さらに、Con　Aなどのレクチン刺
激により活性酸素産生が上昇することから好中球のNADPH　oxidaseと同様、
細胞外からの刺激に対答するシグナル伝達機構の存在も示唆された。Cm認加
細胞表層構造に関してはglycocalyxと呼ばれる糖構造物の存在がすでに明ら
かにされていたが、そのC切副朋における役割や詳細な生化学的諸性質に
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ついては不明であった。
　本研究により、このglycocalyxが物理的及び化学的刺激により、容易に脱
落することを見出した。さらに、興味ある発見はこのglycocalyx画分には
NADPHに応答して02回を産生する酵素系が存在することを見出した点であ
る。NADH添加においても、　glycocalyx画分のある程度の02憧生が認めら
れたが、NADPHの方がより効果的であった。なお、　NAD＋、　NADP＋は無効
であったこと及び、NADHあるいはNADPHのみでは化学発光はほとんど認
められなかったことから、glycocalyx画分中の酵素系がNADPHを利用して、
02皿を産生していることが確認された。さらに、好中球のNADPH　oxidaseの
阻害剤であるDPIがglycocalyx画分の02産生を濃度依存的に阻害するとの
実験結果も得られた（Fig．10）。一一方、ヒト好中球のcytochromeわ558の大サブ
ユニット（gp91phox）を特異的に認識する抗体も用いた免疫学的解析からも
興味ある結果が得られた。まず、ウェスタンプロットの：解析により、glycocalyx
画分内にgp91phox類似タンパク質が存在することが明らかになった。検：出
されたタンパク質の分子量は110kDaでありヒト好中球のもの（gp91phox）よ
り少し高分子であった。高等植物で見出されているgp91phox類似タンパク
質ではN一末端側に数百残基余分にアミノ酸を有していることが知られている。
Cma加∂が光合成能力を有する植物プランクトンであることから、　C加∂r加a
のgp91phox類似タンパク質は高等植物のそれにより近い可能性も考えられ
る。このgp91phox類似タンパク質がC加∂面a細胞表層に存在することが間
接蛍光抗体法によって確認された。さらに、サザンプロットによる解析結果
からもgp91phox類似タンパク質をコードする遺伝子がCl加∂面∂に存在する
ことを示す結果が得られた（Fig．13）。
5尋
　以上、本研究により、Cm∂加aの活性酸素産生を司る酵素系はCm∂加∂
細胞表層のglycocalyxに存在することが明らかとなった。さらにその酵素系
はヒト好中球のNADPH　oxidaseに類似しており、少なくとも、その主要構成
タンパク質であるgp91phoxに相同性を有するタンパク質がC加∂珈∂に存在
することが強く示唆された。
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：第3章
C二二麗。二二π二二躍£二二認　のブし1に対する毒性発現におをナる
鯉yc⑪戯yx関与の可能性
Taro腿Okamoto，　Daekyung　Klm，　Tatsuya　Oda，　Kazumi　Ma醜oka，　A醜shi亙曲imatsu，
and　Tsuyoshi　Murama醜。　Concanavalin　A－hduced　Discharge　of　Glycocalyx　of
Raphidophycean：Flagellat6，α謝め質θπa」m∂．㎡朋and砒‘oro5ズg：㎜∂a舶訪fwo。捌05α1。
研ofθ（カ1201。捌。（：カθ1η。，64（8），176’7－1770（2000）．
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第1節緒言
　C加副朋曝露時におけるブリの生理学的な検討からC加∂加∂に曝露され
たブリにおいて最も初期に観察される生理的変化は動脈血酸素分圧の急激な
低下であることが明らかにされた（lshimatsuθf∂n990，1991，　Tsuchiyamaα∂Z
1992）。さらに、C加∂」吻∂曝露時におけるブリの鯉を組織学的な検討の結果、
これまで提唱されていた2次鯉弁上皮の浮腫は血液酸素分圧の低下時には起
きておらず、唯一認められた組織学的変化は入鯉弁動脈側の1次鯉弁間にお
ける多量の粘液物質の存在であることが見出されている（lshimatsuθf　an996，
Hishidaθ’an997）。前章で述べたように、　C加∂加∂の細胞表層に存在する
glycocalyxは撹搾処理などの物理的刺激によっても容易に脱落することが確
認されている。さらに、Cmβ加∂から調製したこの91ycocalyx画分を含む無
細胞系にNADPHを添加すると、02一産生を反映した化学発光が誘導される
ことが見出された。これらの実験結果及び特異抗体を用いた免疫学的解析に
よって得られた結果から、C加副η∂の活性酸素産生に関わる酵素系は
glycocalyxに存在しており、その酵素系はヒト好中球細胞膜に存在する
NADPH　oxidaseに類似していることが強く示唆された。そこで、本章での研
究はC加a加aの魚毒性発現時におけるglycocalyxの関与の可能性について
検討することを目的とした。まず、Cm副加赤潮発生時を想定し、ブリ由来
粘液物質のC加8加∂に対する影響について調べた。さらに、glycocalyx画分
をラットに免疫し、glycocalyxを認識する抗血清を調製した。続いて、この
抗血清を用い、C加副澱曝露後のブリ鯉組織の免疫化学的手法による解析を
行った。
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第2節実験方法
第1項。躍ぜ齪由来餌yco囎且翼画分．抗血清の調製．抗原抗体反応
の検出
　第2章の実験方法と同じく、C加∂面∂由来glycocalyx画分を調製した。
また、ごm∂面∂のglycocalyx画分に対する抗血清の調製はラットを用いて行
った。ラットはwistar、雄、4週令、体重70－75　g（九動（株）より購入）を2匹
用いた。凍結乾燥によって得られたglycocalyx画分20　mgを溶け易いように
スパーテルで潰した後、滅菌PBSlm1を添加し、ボルテックスにて予め溶か
しておき、これにフロイントの完全型アジュバントを1m1添加し、さらにボ
ルテックスにて撹搾混合したものを抗原として用いた。ラットをジエチルエ
ーテルにて麻酔後、毛を刈り取った背中に26G×1／2の針と1mlのシリン
ジを用いて、十数箇所に分けて抗原液を皮内注射した。なお、注射した混合
液量は1匹につき約1m1（glycocalyx画分の乾燥重量では10　mg）とした。さ
らに、10日後、20日後に同様の操作で各々ラット1匹当たり3mgの
glycocalyxを皮内注射した。合計3回抗原を接種した。3回目の接種から10
日後にラットをジエチルエーテルにて麻酔後、開腹し、下腹大動脈から22Gの
針と10m1のシリンジを用いて採血した。ラット1匹当たり約9mlの血液
が得られた。なお、ラット毎に抗体価が異なる場合があるので、採血した血
液は別々に保存した。採血後、37℃で1時間インキュベートし、4℃で1晩
静置し血餅を退縮させた。これをスウィング遠心機にて、3500rpm、15　min遠
心分離後、上清を抗血清とした。1匹当たり約4m1の抗血清が得られた。こ
5毬
の抗血清は分注し、一80℃と一30℃に凍結保存した。また、コントロールとして
用いた正常ラットの血清は、Wistar、雄、8週令、体重270　g（九動（株）よ
り購入）から採取したものを用いた。C加3加∂細胞との抗原抗体反応の検出
は第2章の実験方法と同じく、卵白アルブミンコーティングスライドガラス
の作製、C加a加a細胞の固定化、蛍光抗体法を行った。ただし、100　mlビー
カーに冷PBSを満たして浸け洗いを行った。なお、スライドガラス4枚に
つき冷PBS　100　m1で1回の洗いを行った。洗いの操作は10分を3回行っ
た。その後、1次抗体としてラット抗血清をPBSで100倍希釈したものを使
用した。なお、コントロールとしては正常ラットから得られた血清を冷PBS
で100倍希釈したものを使用した。2次抗体として抗うットIgG，ヤギIgG
FITC標識を冷PBSで10，000倍希釈したものを使用した。
第2項ブリへのC躍冠願曝露実験
　C加∂加aを通常の培養条件下で2週間ほど大量培養し、およそ5500－6000
cells／m1の細胞数のものを201i歓準備した。　C加∂面aに曝露するブリは体重
570g、体長305　cmのものを準備した。曝露開始から2時間30分経過後、
ブリはへい死した。鯉に血液が付着しないように気を付けてブリの鯉を丁寧
にはさみで切り取り、1鯉弓ずつ約50m正の4％パラホルムアルデヒドで固
定した。固定は約72時間行った。C加副塑細胞を曝露していないコントロ
ールのブリは体重620g、体長30．7　cmのものを準備し、　C血∂加∂に曝露し
ないこと以外、C加認朋細胞を曝露したブリと同様の方法で、鯛の固定化を
行った。双方の鯉は、72時間の固定化後、冷PBSにて1回につき50　m1を
5璽
用いて洗いの操作を行い、15分浸け洗いを3回行った。その後、蛍光抗体法
に用いるまで4℃で保存した。作製したラット抗血清とC加a面a曝露後の
ブリ鯉との抗原抗体反応の検出は蛍光抗体法により行った。得られたブリ鯛
を二丁を切り放さないように注意してしてまず、固定液の除去のために洗い
を行った。72時間の4％パラホルムアルデヒド固定化後、冷PBSにて1回
につき50mlを用いて15分を3回行っているので、ここでは冷PBS　100　ml
にて20分浸し洗いを行った。なお、C加鐙朋曝露後のブリ鯉とC加磁加を
曝露していないブリ鯛は別々の容器で分けて洗い、蛍光抗体法も別々の容器
で分けて行った。また、ブリの鯉に物理的損傷を与えないように極力穏やか
に取り扱い、鯛をピンセットでつまむ際も、固い下弓のみをつまむようにし
た（Morgan　of∂エ1973）。洗いの後、1次抗体としてラット抗血清を冷PBSで
100倍希釈したものを使用した。なお、コントロールとしては正常ラットか
ら得られた血清を冷PBSで100倍希釈したものを使用した。50　mlファルコ
ンチューブの底を利用しブリの鯉が完全に1次抗体に浸るように確認して、
室温で1時間反応させた。反応終了後、それぞれのブリ鯛は冷PBS玉00　mlで
5分間浸し洗いを3回行った。その後、2次抗体として抗うットIgG，ヤギIgG
FITC標識を冷PBSで50倍希釈したものを使用した。1次抗体を反応させた
時と同様の要領で室温で遮光して静置し、30分反応させた。反応終了後、遮
光しながら1次抗体の洗いの操作と同様の要領で洗った。次に、鯉隔膜から
鯛弓にかけてカッターで慎重に切り取った。顕微鏡撮影には露出時間などの
条件は必ず同一とし撮影した。
6⑪
第3節結果
　C加∂」吻∂のglycocalyx画分を抗原としてラットに免疫して得られたラット
抗血清とC加副朋細胞との反応性を蛍光抗体法によって解析後、写真撮影し
たものをFig．15に示す。位相差顕微鏡下で。加∂珈8細胞を確認後、蛍光顕
微鏡下で観察すると、正常ラットから得られた未免疫血清ではC加副朋細胞
表層に反応は見られなかったが、抗血清ではCl加認朋細胞表層に強い蛍光が
確認された。このことにより、本実験で作製した抗血清中には、C加a加∂の
細胞表層のglycocalyxを認識する抗体が存在することが明らかとなった。　C
．m副朋によって曝露されたブリ鮒とラット抗血清との抗原抗体反応を蛍光抗
体法によって解析後、写真撮影したものをFig．16に示す。位相差顕微鏡下で
ブリ鯛を確認後、蛍光顕微鏡下で観察するとブリ鰐の自家蛍光は認められる
ものの、コントロールでは門門間に反応が認められなかったが、C加副加曝
露後のブリ鯉では鯉弁間にラット抗血清が特異的に反応したと見られる蛍光
が確認された。また、Fig．17に示しすように、　c加∂加8のクロロフィルに由
来する赤色の蛍光が観察された。このことから、C加∂加a曝露後のブリ鯛で
は、glycocalyxの他、　C塑∂珈3細胞あるいはその一部も鯉弁間に付着するこ
とが強く示唆された。
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Fig。15Jndh’ect　immunofluorescence　de色ec重ion　of　the　proteinsαoss－reacted　with　an象i－
glycocalyx　an癒ibody　in　Cエηaπ9加．　After　l　Mncubation　wi重h（A，　C）or　without（B，　D）
anti－glycocalyx　an竈iserum，　C　1η∂．面a　cells　were　washed重wice　w漉PBS　and　thon
罫eacted　w紬FITC－labeled　secondary　antibody。　Af産er　washing　with　PBS，　the　cells　were
obscrved　with　phase－contrast（A，　B）of　fluorescence　microscopy（C，　D）．
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Fig．16。　Indirect　immunofluorescence　detection　of　the　epitopes　cross－reacted　wi面anti－
glycocalyx　antibody　op　gi亙l　surface　of　yellowtail　before（A，　C）or　after（B，　D）exposure
to　C王ηaπ●刀a　Af達er　l　h　incubatio簸with　anti－glycocalyx　antiserum，　gi豆l　s腿rface　were
washod　twice　with　PBS　and篭hen　reaαed　with　FITGIabeled　secondary　antibody。　After
washing　with　PBS，宣he　colls　were　observed　with　phase－contras重（A，　B）or　fl臆oroscence
microscopy（C，　D）．
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Fig．17。　A　photomicrograph　of　the　giU　surface　of　yellow重ail　after　oxposure　to　C　1η∂．面a。
After　washing　wi癒h　PBS，　fixed　giU　tissue　was　observed　undor　a　fluorescence
microscopy　wi出oxcitatio蹴wavele難gth　of　490　nm　and　emission　wavelength　of　545　nm。
麟
第尋節小括
　C加附加の活性酸素発生機構に関しては、第2章で述べたように哺乳類の
貧食細胞である好中球やmacrophageの細胞膜に存在するNAD（P）H　oxidase酵
素と類似した酵素が関与していることが示唆された。また、その活性酸素産
生系がC加副η∂細胞表層に存在するglycocalyxに含まれていることも分かっ
た。以前の報告によると、ブリの鯛粘液と体表粘液物質を通常のC加州朋に
添加すると活性酸素産生量が上昇することが見出されている（Nakamuraθf∂孟
1998）。さらに、Con　A添加で見出された現象（第2章）と同様、ブリ鯛粘液物質
の添加においてもC加a勲3のglycocalyxの脱落が誘導されることがわかった
（Okamotoβf　aエ2000）。これらの知見から、　C加∂面aが活性酸素を介した魚毒
性を発現する際、glycocalyxが関与する可能性が示唆された。そこで、この点
についてさらに検討する目的で、91ycocalyx画分を抗原としてラットに免疫し、
抗血清を調製した。得られた抗血清のC血副朋に対する反応について、固定
化したC加副加細胞の間接蛍光抗体法による解：析を行った結果、Fig．15に示
すように、本抗血清がC加認加細胞表層を特異的に認識し、結合することが
確認された。そこで本抗血清を用い、C加∂加∂曝露後のブリ鯉組織の免疫組
織学的解析を行った。Fig．16に示すように、　c加a加a曝露後のブリ鯛組織、
特に鯛弁間に本抗体との陽性反応が観察された。また、この様な反応は正常
ブリ由来鰐弁では全く認められなかった。これらの結果から、C血aエ伽細胞
が鯛組織を通過した際、一部の。加a加a細胞のglycoc＆1yxが脱落し、鯛組織
表面に付着する可能性が示唆された。C加副加曝露後のブリ鯛組織をクロロ
フィルを検出する蛍光波長で観察したところ、Fig．17に示すように一部変化
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したCm∂面∂細胞の存在が確認された。なお、これら鯉に付着したC加副朋
細胞はglycocalyx抗体との陽性反応は認められなかったことから、すでに
glycocalyxを騰落した細胞であると推定された。以上の結果から推測されるC
一審塑の魚毒性発現機構をFig．18に示す。すなわち、　C切∂加∂がブリ鯉を通
過する際一部の。加3面∂細胞のglycocalyxが脱落し鯉表面に付着する。
glycocalyxには活性酸素産生系が存在するため、持続的に活性酸素が：産生放出
され鯛組織が傷害を受け窒息すると考えられる。
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Fig．18。　Schema驚ic　ichthyotoxic　mechanism　of（二面81ブηa
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第4章
G農璽三二盟欝⑪盛。雛碗dによるC二二甜。簸翻胞．躍二二二二及び二二二二《》甜8二二
磁器葱㈲の活性酸素産生の増強
Daekyu簸g　Kim，　Tats鷲ya　Oda，　A紬shi　I曲ima醜，躍d　Tsuyoshi　muramatsu．
Galacturonic　acid－inducod　E曲a翌ceme凱t　of　Superoxido　Production　in　Red　Tido
Phy重oPlanktonα8f‘o∬o］πa釦8厳勃a　and・随飴fo5磐m∂a舶5ゐfwα捌05α㌦研。飴。ゐη01．
捌。（カθ加。，6尋（4），911－914（2000）。
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第1節緒言
　翫紛05f即翻k励加。は（二切副遡と同様、ラフイド藻に属する赤潮原因プラ
ンクトンで魚類、特にブリ（5θ施1∂9曲q臨a（伽∂）に対して強い毒性を発現す
ることが知られている。最近の研究からE漁訪加。も通常培養条件下で活性
酸素を常に産生しているが明らかにされている。また、種々のレクチン、例え
ばConA（Concanav農1in　A）、　CBH（caster　bean　hemagglutinin）、あるいはWGA（wheat
germ　agglutinin）添加でC血a励aとEa左∂5ゐ翻。の02皿産生量は濃度依存的に増
強され、その作用はそれぞれのレクチンの特異な糖添加でほぼ完全に阻害され
たことから、少なくともグルコース、マンノース、ガラクトース、N一アセチ
ルガラクトサミンを含んだ糖鎖がこれら藻類の細胞表層に存在することが推定
されている（Odaθ紐n998）。また、ブリ由来の粘液物質にα～雄。∬θπ∂8η吻認を
さらすと，ムコシストと呼ばれる小片の放出に伴い02ロが増強したと報告され
ている（Shimada　o紐1．1993、　Tanakaθ’3Z　1994）。ブリの他にマダイ、ヒラメの
鯉及び体表粘液物質を。加副加とEa鱈ゐ加。に添加したところ、いずれの粘
液物質もCm副加とE∂舶8ゐ加。の02憧生量を大幅に増強することがわかっ
た（Nakamuraθf　8n998）。一方、　C加a珈∂とC3η勾齪の無細胞柚出物の中に
レクチン様物質が存在していることが見出されており、細胞表面に糖鎖を認識
する部位が存在しているのではないかと考えられている（Ahmedθf　aH995、
Horiθ細n996）。そこで、　C加認加と丑誼85ゐ加。の02憧生量に対する種々
の単糖類の影響について検討を行った。
砧
第2節実験方法
　α疏。質。刀a加姐朋は1985年鹿児島県水産試験場で分離された株をクローニ
ングして実験：に用いた。翫紛05f即a　aぬ5乃加。（NI：ES－6）は国立環境研究所分譲株
を用いた。いずれも、：ESM培地（pH　8．2）、26℃、30001uxで12時間毎の明
期、暗期のサイクルで培養した（詳しくは第1章の第1節参考）。superoxide　anion
（02回）産生は2一膿◎thy1－6一（ρ一me匙hoxyphony1）一3，7－dihydroimidazo［1，2一α］pyrazin－3－
one（HCI　salt）（MC：LA）を用いた化学発光法によって測定した（詳しくは第1章
の第2節参考）。MC：LAはdis亡illed　waterで溶かし、一20℃で保存されているもの
を用い、発光強度の測定には1uminometer（Bio　Orbit　1254－001：Luminova）を使用
した。前章と同様、superoxide　dismutase（SOD）（終濃度100　U／m1）で阻害された
発光強度を02襯による化学発光とした。測定には対数増殖期（C加副朋は1。0－
15x104　cells／m1、　E　a＆a8ゐ蜘。はtO－2．O　x　105　cells／m1）細胞浮遊液を用い、100μ1
を1回の測定量とした。このプランクトン細胞浮遊液にESM培地（45μ1）、刺
激剤（5μ1、終濃度は各設定濃度）、MCLA（50μ1、終濃度は5μM）を順次添加
して撹搾後、直ちに測定した（全容量は200μD。また、controlとして細胞浮遊
液なしでESM培地（145μ1）、刺激剤（5μ1）、　MC：LA（50μ1、終濃度は5μM）を
全容量200μ1入れて測定した。なお、化学発光法による実験温度は27℃で行
った。
砂
第3節結果
　c加∂加aとE∂左∂8演woはFig．19に示したように通常の培養条件下で、
MC：LA添加に伴って02㎜による化学発光が見られた。また、02日の特異的な消
去酵素であるSOD（終濃度100　U／mDを添加すると、02憧生が抑制された。．
興味あることに、C加∂．面3とEa左鋤加。の細胞浮遊液にgalactunoic　acid
（GalUA）（終濃度1mM）を添加すると、02四による化学発光の大幅な増強が観察
された（Fig．19）。また、　sOD（終濃度100　u／ml）存在下では、この増強された
化学発光はESM培地レベルまで低下した。他の単糖についても同様な検討を
行った。各単糖存在下でのMC：LAによる化学発光の5秒間の積算値をTable　11
に示す。Ga1UA以外のgalactose、　glucuronic　acid（G1劇A）、　glucose、　ma㎜甑onic　acid
（ManUA）、　mannose、　rhamnoseには02憧生に伴う化学発光の顕著な増強は見
られなかった。さらに、Ga亙UAの影響について調べるため、種々の濃度のGa1UA
を添加した時の。加磁加とE磁鋤加。の化学発光について検討した。その結
果、Fig．20に示すようにgalactunoic　acidの影響は濃度依存的で、　C加a面3及
び丑磁∂8西加。に対して、その効果は、それぞれ2mM及び25　mM添加で最大
となり、それ以上の濃度では徐々に低下していく傾向を示した。
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Fig。19。　E鉦eαof　galac加ronic　acid（GalUA）omho　chemiluminosceれco　respo蹴ses　i∬C
1ηaπ抽（A）and　E　a鱈ゐfwo（B）．　After　simultaneo臆s　addition　of　MCLA　and　GalUA　to
each　nageUate　ceU　suspensi・n（1。O　x　104　cells／ml　f・r　C　m痂a・r　1。O　x　105　cells／ml
for且滋鋤卸。），　chemiluminescenc。　w◎re　measured　as　desc罫ibed　imhe　test．㊧，
Co煎01；農，　addition　of　Ga亙UA（final　2　mM）；◎，　addition　of　SOD（fi謡100　units／ml）；
△，addition　of　Ga1UA　and　SOD；鵬，　ESM　medium　alone。
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Af重er　sim櫨a薮eous　addition　of　MCLA　and　each　saccharide（負nal　2　mM）to　flagellate
cell　suspensions（1。O　x　104　cells／ml　for《二刀ワ∂1ブη30r　1。O　x　105　coUs／ml　for　E
8舶5ゐ加の，chemilumi簸csconces　were　meas鷲red　during癒e　fi罫s鷺5s．　The　da匙a　reprosent
an　average±SD　of辻riplicate　measurements．
Con（翫ions 　　Chemiluminescence　response
　　　　（relative　intensity　x　10－3）
C加3η抽　　　　　1配∂舶訪加o
Flagellate　alo盒e
＋sob（100　units／ml）
＋Ga1UA
＋SOD＋Ga1UA
＋Galactosc
＋GluUA
＋Glucose
＋ManUA
手Mannose
十葺i《hamnose
113±5。0
28±3。0
205±8。0
　29土4。0
108士7．0
100土6。0
119童7．0
110霊9。0
105土4．0
103虚5．0
η霊4。0
2’7士4．0
208士9．0
28霊5．0
74霊4．0
86霊8。0
ツ9土5．0
78土5。0
77虚7。0
73霊6．0
Each　v我丑ue　represe簸ts罫elativo　intensity　of　i蹴tegrated　omissio髄d鷲ring重he　first　5　s，　a蹴d
the　value並ESM　medium　alo聾e　was　29虚1．0。
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Fig．20。　Effoct　of　galacturonic　acid（GalUA）and　galactose　on　the　chemilumi麹esco強ce
rosponsos　i蹴Cma磁a（⑭，◎）and　H．　akashiwo（幽，△）。
Che麟luminesco蹴co　rosponso　was　meas甑◎d　dur並g重he趾s匙5s，　i髄tho　prese簸co　of
vaずious　co簸co蹴tra電ions　of　Ga1UA（働，蕊）or　galactose（◎，ゐ）。　Each　point　repros磯匙s匙he
農verage　of　triplicate　measuremen重s．
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第4節小活
　C加∂加∂とE∂舶5ゐ加。は以前の報告（Odaθ’8エ1998、　Shimadaθf∂1。1993、
Tanakaθ’∂エ1994、　Nakamuraθf　3n998）により種々のレクチン添加で02岡産生
の増強が見られたことから、これらうフィド藻類の細胞表層には、外からの刺
激に応答する受容体が存在し、レクチンと受容体の結合が02産生系の活性を
上昇させると考えられている。さらに、ブリ由来粘液物質にα痂。ηθπ朋η吻姻
をさらすと，ムコシストと呼ばれる小片め放出に伴い02回産生が上昇すること
が見出されている。また、ブリの他にマダイやヒラメなど他の魚種の鯉及び体
表由来粘液にもCl加認朋及びH磁3訪加。の02産生量を大幅に増強する作用
があることが明らかにされている。これらの知見から、c加認朋及び、猷a左a訪加。
の細胞表層にはレクチンが認識できる糖鎖が存在する他、魚由来粘液の糖を認
識するレクチン様部位が存在すると推定されている。一方、様々な生物におい
て、細胞間での認識機構にレクチン様物質が関与すると考えられている。例
えば、単細胞生物が他の生物に付着し共生していく過程、あるいは、ウィルス
や細菌が宿主生物に感染していく場合である（Larsenθ’8n992、　Franca　1976、
Silva　1978、　Joffrey　and　Vosk　19’76）。
　本研究において、Cm姫η∂及びEak3訪加。にgalacturonic　acid（GalUA）を
添加すると、濃度依存的にその02産生量が増強することを見出した。Ga1UA
以外の単糖であるgalactose、　glucos。、　m蹴ose、　rhamnoseでは全く影響が認め
られず、また、Ga1UAと同じ臆ronic　acidである醗annuronic　acid（ManUA）及び
glucuro鍛ic　acid（GluUA）も無効であった。従って、　C　ma面∂及びEak35ゐ加。
の表面にはGa1UAを特異的に認識する部分が存在し、この部分にGalUAが結
7轟
合すると02産生が増強すると考えられる。このC血副朋及びE漁訪加。の
細胞表面に存在するGa1UA認識部位の実体についてはいまだ不明であるが、
好中球やmachrophageなど哺乳類の細胞系では、ある種の糖添加によって活性
酸素産生が上昇したとの報告はこれまでに皆無と思われる。
　一方、植物細胞においては、polygalacturonic　acidやある種のカビ類の分解
産物である糖蛋白質がエリシターとして作用し、植物細胞の活性酸素産生を上
昇させたとの報告がある（：Lee　and　West　1981、　Hahnθ’∂エ1981、　Davis　o’∂エ1982、
Ya勲g　and　Gabrie11995）。　C塑∂」血∂の活性酸素産生に関する機構については第2
章に述べたように好中球やmacrophage細胞膜上に存在するNADPH　oxidase酵
素系に非常に類似した酵素系がC加∂」吻∂のglycocalyx内に存在する可能性が
示唆された。このC加3加∂に存在すると考えられるNADPH　oxidase酵素系に
レクチンあるいは本研究で見出したGa1UAの刺激がどの様に伝達されていく
か大変興味ある点である。好中球やmachrophageの場合は、刺激に応答して細
胞内に存在する蛋白質性の3つの因子が、NADPH　oxidaseの本体である膜蛋白
質であるcytochrom。わ558に会合することにより、活性化されることが知られ
ている。C加∂加a細胞内にも、そのような因子が存在するかさらに検討する
必要がある。そのような解析にGa1UAの刺激作用が利用できるものと期待で
きる。C加a加aとEak鋤翻。はいずれもうフィド藻類に属する植物プランク
トンであることから、高等植物細胞に類似した外部からの刺激を受け止める受
容体及び、それに引き続くシグナル伝達機構が存在するものと推定される。
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第5章
ラフィド藻．
の可能性
0遅鐙晒。磁護。麗鐙1灘躍麗鐙　の活性酸‘素産生と毒性多二二
D農okyu鷺g　K量m，　Atsushi　Nak：am蹴a，　Tarou　Okamoto，　Nob櫨azu　Koma搬，　Ta鵬y我Oda，
Atsushi　Ishimat曲，　and　Tsuyoshi　Muram＆魏．　Toxic　poton宣ia豆of　tho　rap賊dophyte
OZ孟5訪。伽。α5」肋‘θ85－modiatio鍛by　re我。宣ive　oxygon　spocios。ノ～）πmal　of」配ヨη左‘o質
Rθ8θa1℃乃．，21（6），1017－102’7（1999）．
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第1節緒言
　0廊訪。（臨5cロ5勉。α5はRaphidophyceae綱（ラフィド藻類）に属する海洋性
植物プランクトンで、日本近海、ヨーロッパ、北アメリカ、南アフリカでその
生息が確認されている。0ゴ〃勧5は赤潮原因プランクトンとしてその強い毒性
が知られている肋赫05f即翻如5ガ卿に非常に類似しており、分類学上しばし
ば問題となるが、細胞形態及び遊泳方法の相違から両者は明らかに異なる種と
されている。σ勉薦による赤潮はこれまで報告例がなく、本種が毒性を有す
るか否か不明である。前章で述べたように、E誼鋤加。及び。加碗加が活性
酸素を産生することが見出されている。、鼠漁訪加。及び。加ヨ加∂の活性酸素
産生は種々のレクチンCo鷺A（Conc鋤avalin　A）、　CBH（caster　b。an　hemagg亙utini∬）、
WGA（wheat　germ　agglutinin）により濃度依存的に増強されていることがわかっ
ている（Odaαan998）。また、ブリ、マダイ、ヒラメの鯉及び体表粘液物質
によってもC加短加とE認励加。の02閲産生量は大幅に増強される（Nakamura
θf∂n998）。一方、海洋細菌”堀03忽ηoか飽〃5とC血8勲∂を一緒に培養する
と。加∂加3が産生する活性酸素の影響によりγ∂似ηの加〃5の成長が抑制さ
れることが見出された（Odaθf　an992b）。そこで本研究ではσ1〃勧5の活性酸
素産生の有無について詳細に調べる他、レクチンや魚類粘液物質の影響、さら
にM∂ゆ。汐飽α5に対する増殖抑制作用について検討した。
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第2節実験方法
　01f5伽‘飴。〃5加魏8（NIES－15）は国立環境研究所分譲株を用いた。α1α励5
は、Cm8加∂と同様、　ESM培地（pH　8。2）、26℃、30001uxで12時間毎の明
期、暗期のサイクルで培養した（詳しくは第1章の第1節参考）。01α伽5の02回
産生量の測定は還元cytochrome　C法により測定した。すなわち01α‘o〃5細胞
浮遊液を蛍光灯で照射しながら恒温槽で26℃に保ち、そこから990囲抜き取
り、ディスポーザブルセルに入れcytoch貰ome　Cを110μ1添加し（終濃度1mg／＝ml）
1分間インキュベート後、550nm－540　nmの吸光度の増加を波長走査してチャ
ートに描かせ、その値からミリモル吸光係数19。1を用いて計算した（Kakinuma
a面Minakami　1978）。測定に際してはペックマン社製の分光光度計DU－40を
使用した。SOD（10，000　U／ml）は11μ1をプランクトン細胞浮遊液に添加し（終
濃度100U／m1）、1分間後、　cy竃ochmme　Cを110μ1添加し（終濃度1mg／ml）1
分間インキュベートし、測定した。SODによって阻害された値を02憧生量と
し、このときの生細胞数は測定前に顕微鏡下で血球計算盤にて計測した。また、
02産生量を高感度に検出できるルシフエリン誘導体であるMCLA（2－methyl－
6（p－methoxypheny1）一3，7－dihydroimidazo［1，2－a］pyrazin－3－one）を用いた化学発光法
によっても測定した（詳しくは第1章の第1節参考）。H202は蛍光分光学的方
法により測定した。ESM培地980μ1とscopoletin　10μ1とを混合し、これにHRPO
10叫を加えて混合し蛍光強度を＝測定した。さらに、既知の濃度のH202を用
い検量線を作成した。試料の測定はα惣勧5細胞浮遊液980μ1とscopoletin　10μ1
（終濃度4μM）を混合し、蛍光強度を測定し、つぎにHRPO　10μ1を混合して（終
濃度玉00μg／m1）相対値を求め、検量線よりH202量を求めた。α1ロ伽5の海
7＄
洋細菌昭伽。∂伽。汐漉囎に対する影響は前章で述べた方法に準じた。すなわ
ち、グルコース（2％）を含むESM墳地に駅∂＠切ケ加μ8を1白金耳接種し、31℃
で一晩振とう培養した。得られた培養液の形体密度を660簸mの吸収から推定
した。α1α励5細胞は0．63－5。O　x　105　c。11s／m1の濃度のものを用いた。　SODと
ca窒alas。は最終濃度がそれぞれ100　U／ml及び500　U／mlで添加した。培養はすべ
て27℃で行った。8時間培養i後、γ∂ゆ。ウ舵〃5の生細胞数は30－100個の範
囲内のコロニーが得られるように数段階稀釈し、コロニー形成法により求めた。
レクチンである、conca蹴avalin　A（Co蹴A）とwheat　germ　aggl賦i登in（WGA）は市販
のものを、castor　b。a簸hemagglutini畷CBH）はMiseらの方法に従って、当研究
室において精製されたものを用いた（Miseθf　3n977）。魚類の鯉と体表粘液（ブ
リ、マダイ、ヒラメ）は魚にbc蹴zocai鷺e（ethyl　p－aminobe駐zoat。）を用いて麻酔後、
丁寧に鯛と体表粘液をスライドガラスでかきとりながら蒸留水で洗った。不溶
性物質を取り除くために洗った溶液を集め、遠心分離（6000rpm、30　min）を
行った。上清を集め、蒸留水で三日間（4℃）透析を行った。透析後、遠心分離
（6000rpm、30　min）を行った。上清を集め凍結乾燥を行い、粘液物質として一80℃
で凍結保存した。
第3節結果
　予備実験において、aI伽麗及びEaka5ゐ加。の細胞浮遊液中でcytochrom。
Cの還元が起こることを見出した。また、その反応は1分間で最高値に達する
ことがわかったので、1分間での両ラフィド藻の02憧生量の測定を行った。
また、H202産生については蛍光分光学的方法により測定した。その結果、　E
7墾
∂舶5乃加。と同様、（λ1〃励5も通常の培養条件下において常に活性酸素を産生放
出しており、その細胞当たりの産生量はEa左a5湿woより少し低かったものの、
ほぼ同程度であった（Table　12）。01〃励5の活性酸素産生と毒性発現との関係
について検討するために、α1π勲5の培養系に海洋細菌y∂頓ηの漉囎を添加
し、その増殖に対する影響を調べた。Fig．21に示すように、私吻加。贋。〃5だ
け培養したものと、σ1鷹鰐と駅∂忽切乏頭。〃5を一緒に培養したものを比べる
と（λ1α励5の細胞濃度に依存してM∂鍾切ウ伽5の増殖抑制が観察された。ま
た、γ∂忽boか漉認と0　1吻θ〃5の混合培養系に02四の消去酵素であるSOD（終
濃度100U／ml）とH202消去酵素であるcatalase（終濃度500　U／m1）を各々単独
あるいは両者を一緒に入れて、8時間培養した後の駅∂鍾boヶ漉雌生細胞数を
測定した結果、駅a似切ウ加〃8に対する（λ1郎θ〃5の増殖抑制作用が明らかに低
下した（Fig．22）。これらの結果から、01〃吻5が活性酸素を介した毒性をγ
3・ゆ嘘。ウ飽〃5に対して発現すると推定された。a1〃魏5の02回産生をMC：LAを
用いた化学発光法により測定した結果、Fig。23に示したようにESM培地のみ
のコントロールに比べ、顕著な化学発光が観察された。また、SOD（終濃度100
U／ml）存在下では（λ1μ伽5による化学発光は、　ESM培地のみのレベルまで阻
害された。さらに、レクチンである、Con　A（終濃度100μg／m1）を（λ1α惣8に
添加したところ、c加認加やEa舶5乃加。の場合と同様、著しい化学発光の上
昇が見られた（Fig。22）。また、　con　Aの他、糖特異性が異なるwGA及びcBH
について、種々の濃度で、（λ1〃蜘5に添加した時の化学発光について調べた。
Fig．24にそれぞれの濃度のレクチン添加時の30秒間での積算値を示す。これ
らのレクチンの内、WGAが最も強い効果を有していることがわかった。ブリ、
マダイ及びヒラメの鯉及び体表組織から調整した粘液物質を終濃度10μ9／m1で
謬⑪ く
σ1鵬〃5に添加したところ、試料によりその効果は異なるものの、いずれの場
合も無添加に比べ、3－8倍高い02憧生を誘導した（Table　13）。次に、（λ1α励5を
1400μ9／m1のpro面nase　Kで10分間処理した後、02憧生量を調べたところ、
濃度依存的に産生量の低下が引き起こされた（Fig．25）。　proteinase　Kは高分子
蛋白質で細胞表面の蛋白質を切断するが細胞内には侵入できないと考えられ、
このpro重ei孤as。　Kの阻害作用は、（λ1鷹〃5細胞表面上の蛋白質分解：の結果に由
来すると推定される。
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第尋節小括
　今回の実験で（λ1庇θ認は。加子朋や丑∂舶5演woと同じく通常の培養条件
下で活性酸素02岡及びH202を産生していることが分かった（Table　12）。
活性酸素は様々な細胞にとつ有害で（Babior　o’∂Z　1978、　Johnson　o’∂n981、
HaUiwell　and　Gutteridge　1984、　Dean　1987、　Odaθ’∂n989）、好中球やmacrophage
は活性酸素を介した殺菌作用を発現することが知られている（Babiorθ’∂五
1g78）。α1ロ蜘5と駅a忽fηo汐伽5を一緒に培養するとα1ロ励5の細胞濃度依存
的にγaゆ。ウ沈α5の増殖抑制が見られ、8時間培養した後の駝aゆ。ケ漉認
生細胞数は（λ勉θα5非存在下に比べ、明らかに減少していた。また、この（λ伽θα5
のγ∂ゆ。ウ加〃5に対する増殖抑制作用は、SOD及びcatalase添加により阻害
されたことから、σ1〃吻5も。加認加及びE3舶5乃加0と同様、活性酸素を介
した毒性を駅a頓ηo卸初8に発現することがわかった（Fig．22）。σ伽eロ5の活
性酸素産生について、化学発光法によりさらに詳細に調べたところ、糖特異性
が異なるレクチンCon　A、　WGA及びCBHはいずれも、σ1α伽8の活性酸素産
生を上昇させる作用を有していることがわかった。中でもWGAが最も強い作
用を示した。Macrophageに対するレクチン刺激においても、　WGAが強いこと
が知られていることから、σ1ロ醜5のレクチン刺激に対する応答システムが
macrophag。と類似している可能性も考えられる。今回、　Protei簸as。　Kによる実
験で濃度依存的に（λ1〃勲5の02憧生が抑制されたことから（λ加勲5の細胞表
面に存在する酵素系が活性酸素産生に関与していると推定される。
　以前の報告により、α～雄。ηθπヨに曝露された魚の鯛組織が大量の粘液物質
でおおわれ、結果的に02交換ができなくなり、窒息死するとの仮説が堤示さ
齢
れている（Matsusato　and：Kobayashi　1974、　Ishimatsuθ’∂n996、　Hishida　o’∂n997）。
この粘液物質の分泌機構の詳細はいまだ不明であるが、哺乳類において活性酸
素は粘液分泌を誘導することが報告されている（：Lamont　1989、　Hi罫aishi　ef鉱
1991）。従って、α～雄。ηo∬∂が産生する活性酸素が魚の鰐組織に影響して、粘
液物質の過剰分泌を促し、酸素の取り込み不全により魚の血中酸素の分圧が低
下すると思われる（lshim鵬uθ’8n　990、1991、　Tsuchiyamaθf∂n992）。本研究
により、（λ伽。α5も活性酸素を産生していることが明らかになったことから、
下種もC搬a面aと同様な活性酸素を介した魚毒性を発現しうるものと考えら
れる。また、レクチンや魚粘液物質に対する応答はC加副遡やE雄鋤加。に
類似していることから、これらうフィド藻類は共通した活性酸素産生機構を有
しているものと推定された。一方、魚粘液物質中に存在するC加州加やσ
1α励5に対する刺激物質の実体については今のところ不明である。一般に魚粘
液中にはglycoprotcin、豆ysozyme、　proteas。s、レクチンような成分が含まれて
いるとの報告がある（Alexander　and　Ingram　1992、　Ingram　1980、　Ellis　1981、Fletcher
1981）。今後、さらに粘液物質の成分分析が必要である。
　以上の結果より、（λ伽θ〃8も赤潮原因プランクトンとして知られているE
磁∂5ゐ加。及びC加a面aと同様、活性酸素02匝、H202を産生放出し、周囲の生
物に対して毒性を発現する可能性が示唆された。
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第6章
C惣吻鵬幽灘鐙翻に存在する活性酸素消去物質に関する研究
勢
第1節緒言
　活性酸素は植物や動物の多くの生体反応に伴い産生されることが知られて
いる。最近、この活性酸素がヒトにおける感染症あるいは老化や癌化などの多
くの疾病に関与していることが明らかとなってきた（Odaθ’∂n989、　Dead987、
Halliwell　and　Gutteridge　1984、　Johnson　1981）。このような背景において、赤ワイ
ンやカカオ中のポリフェノール類、あるいは緑茶中の渋みの成分であるカテキ
ン類に活性酸素を消去する作用が見出され、これら抗酸化作用物質を含む食物
が健康食品として注目されている。一方、前章で述べてきたように赤潮原因プ
ランクトン、C加磁加は通常の培養条件下において大量の活性酸素を産生放出
する（Odaθ’aZ　1992a、1992b、1994、1998）。これらの研究結果はC翅∂」吻∂が
細胞外に外界の生物に対して毒性を発現しうるレベルの活性酸素を放出するこ
とを示すものである。事実、活性酸素産生能が著しく低いC切回加はブリに
対する毒性も弱いことが見出されている（lshima醜θf砿1996）。また、　C加3面3
の活性酸素産生は対数増殖期に最も高くなること、superoxid。　dismutase（SOD）
やca竃a丑ase存在下ではその増殖が著しく抑制されることから、　C加a面∂にとっ
て活性酸素産生は分裂増殖に必要な反応であると推定される（Odaθf　an995）。
いずれにしろ、C加副朋は活性酸素を介した魚毒性を発現する一方、自らが産
生する活性酸素に対して独特の耐性機構を有しているはずである。この様な観
点から本研究では、C加副加細胞内における活性酸素消去活性物質の存在の有
無について検討した。
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第2節実験方法
　C加認塑の培養は前章の方法に準じた。C加副加からの粗抽出物質の調製
は、以下の手順で行った。C加副朋を2－5リットルレベルで大量培養後、遠心
分離によりCm副朋細胞を集め、凍結乾燥により濃縮後、再び少量の蒸留水
に懸濁し、不溶性物質を遠心分離により除去した。得られた可溶性物質を凍結
乾燥し、これを粗抽出画分とした。粗抽出物質の部分精製は、Bio　Gel　P40に
よるカラムクロマトグラフィーによるゲル濾過により行った。なお、本実験で
は特に活性酸素産生能が高いC加∂血aを用いた（Odaθ紐n992a）。　C加∂珈3
は1985年に鹿児島湾で赤潮を形成した際分離され、以後継代培養されてき
たものである。活性酸素消去活性はキサンチンオキシダーゼ／ヒポキサンチン
系により発生させた02㎜に対する消去能により測定した。その他、C加副加自
身及び。．mar伽と同じラフィド藻類に属する赤潮プランクトン、丑aka5ゐ加。
の活性酸素産生に対するC加磁加抽出物質の影響も調べた。なお、02憧生の
検出には主に、前章に用いたMC：LAによる化学発光法により行った（Odaθf砿
1998）。また、H202の検出は蛍光物質であるPHPAを用いた蛍光分光学的方法
により行った（Odaθf　3n992a）。
第3節結果
　キサンチンオキシダーゼ／ヒポキサンチン系で酵素的に02四が産生される系
に02四特異的化学発光プローブであるMC：LAを添加すると、持続的な化学発光
のパターンが得られた。この反応系に100μ9／m1のCma面aからの粗抽出物を
勢
添加したところ、02脚はほぼ完全に消去され、本抽出物存在下ではESM培地の
みでの非特異的化学発光のレベルまでに低下した（Fig．26）。　c加∂加3は通常の
培養条件下で常に02嗣を産生しており、対数増殖期のC加副孤細胞浮游液に
おいては、産生された02㈲による顕著な化学発光が観察される。このCl加∂加3
培養系に100μg／m1のC加∂加∂抽出物を添加したところ、その特異的化学発光
はほぼ完全に消失した（Fig．27A）。　C加∂珈∂と同様、ラフィド藻類に属する赤
潮原因プランクトンで、活性酸素産生が知られているE∂如訪加。についても
同様な結果が得られた（Fig．27B）。これらうフィド藻類が産生する02四に対す
るCm∂rZ加抽出物の消去作用は：Fig。28Aに示す如く濃度依存的で、100μg／鵬1
の濃度でほぼ100％消去されることがわかった。過酸化水素に対するC加a面a
抽出物の影響について調べた結果、Fig．28Bに示す如く、濃度依存的消去作用
が認められたが、02血に対する作用に比べ、弱いことがわかった。C加磁加抽
出物の過酸化水素に対する消去作用についてさらに明らかにするため、一定濃
度のH202に対する効果を調べた。　Table　14に示す如く、　catalaseの強い消去作
用に対して、C血認加抽出物では部分的消去活性であることが確認された。
　　また、c加磁遡抽出物のこれらうフィド藻類の海洋細菌昭掘。魂吻の配鰐
（γ唾吻。ヶ加π5）増殖抑制作用に対する影響について調べた。γ∂ゆ。壇fo〃5は
うフィド藻の培養液中（ESM培地）で増殖可能であり、　ESM培地に接種した
本菌は培養時間に伴い増殖する。これに対し、C加短朋あるいはEa舶5乃加。
細胞浮遊液に接種された軌8忽ηo壇加5の増殖はFig．29に示す如く、顕著に抑
制されている。この駅a忽切卸加5に対する作用は（二加a面a抽出物添加でほ
ぼ完全に消失した。同様な抑制作用はsuperoxide　dism惚s。（SOD）及びcatalase
添加によっても観察された。スーパーオキサイド消去酵素として知られている
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SOD様活1生は本抽出物質中には認められなかった。さらに、本抽出物を24時
間蒸留水に対して透析後、透析内液に残存する物質をC加∂加8細胞浮遊液に
添加し、02綱産生レベルに対する影響を調べたところ、ほとんど無効であった
（Fig．30）。本抽出物をBio　Gel　P－10によるゲル濾過に供したところFig．31に示
す溶出パターンが得られた。各フラクションの一部をC加認加細胞浮遊液に
添加し、その02四消去活性を調べたところ、かなり遅れて溶出された低分子画
分にのみ活性が認められ、最初に溶出された最も大きなピークには活性は認め
られなかった。従って、C加語加細胞抽出物中に存在する活性酸素消去物質と
して有効な成分は非常に微量に存在する低分子量化合物あることがわかった。
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第尋節小括
　c加∂加∂及び・配∂左鋤加。は、ラフィド藻類に属する赤潮原因プランクトン
で、活性酸素産生が知られている。これらうフィド藻類が産生する02回に対す
る。加3加∂抽出物の消去作用はFig．27Aに示す如く濃度依存的で、100μg／m1
の濃度でほぼ100％消去されることがわかった。C加∂加3及びE∂左a5ガwloは
02聯の他、H202も同時に産生放出している（Odaα∂n994）。そこで、これら
うフィド藻類が産生するH202に対するC加認遡抽出物の影響について調べ
た結果、Fig．27Bに示す如く、濃度依存的消去作用が認められたが、02四に対
する作用に比べ、弱いことがわかった。C翅a面∂抽出物の過酸化水素に対する
消去作用についてさらに明らかにするため、一定濃度のH202に対する効果を
調べた。Tablc　14に示す如く、　catalaseの強い消去作用に対して、　C加∂nl加抽
出物では部分的消去活性であることが確認された。C加説加あるいは丑
磁3訪加。の細胞浮游液に海洋細菌である軌β忽励纏。〃5を添加すると、細菌の
増殖は著しく抑制されるが、その様な効果は活性酸素消去酵素であるca象alase
あるいはSOD添加でほぼ完全に消失することを見出している（Odaθf　an992b）。
従って、これらのラフィド藻類は少なくとも駅a頓齪。卸蜘5に対して活性酸素
を介した毒性を発現しうると考えられる。そこで、Cm磁加抽出物のこれらう
フィド藻類の海洋細菌私β忽f畷頭。〃5増殖抑制作用に対する影響について調べ
た結果、駅8忽加。か加〃5に対する作用は（漉磁％抽出物添加でほぼ完全に消失
した（Fig．29）。同様な抑制作用はSOD添加によっても観i察されたことから、
本抽出物はこれら酵素に匹敵する活性酸素消去能を有しているといえる（Fig．
27A）。これらの結果は、　C加副加をはじめとするラフィド藻類による赤潮か
1⑪3
ら養殖魚等を防御する手段として本物質の有効性を示唆している。透析後、透
析内液に残存する物質をCm∂加∂細胞浮遊液に添加し、02皿レベルに対する影
響を調べたところ、ほとんど無効であった。また、Bio　G◎1P－10によるゲル濾
過の結果は、C加誼加細胞抽出物質中に存在する02面消去活性を担う物質は生
物界に広く存在する酵素SODではなく、比較的低分子の抗酸化様物質である
ことを強く示唆するものである。
　今後、本物質の化学的分析等、さらに研究を進めていくことで、その幅広
い有用性が見出せるものと考えられる。Ea舶5ゐ加。細胞から同様な方法によ
り抽出物を調整し、その活性酸素消去活性について調べた結果、C加∂r伽抽出
物と類似な活性物質の存在が確認された。従って、共通した生化学的性質とし
ての活性酸素産生能を有するラフィド藻類はいずれも活性酸素消去物質を有し
ていると推定される。
1鱗
総括
　　C血∂加aは通常培養条件下でROS（reactive　oxygen　species）を常に産生し
ている。一方、好中球やmacrophageなど生体防御に関与するこれらの細胞の
場合、細菌感染などの刺激に対応して初めて活性酸素を産生放出することが知
られている。これまでの研究により、C翅∂加aが海洋細菌励加∂似ηo似勧5に
対して活性酸素を介した毒性を発現する事が明らかにされている（Odaθ楓
1992b）。しかしながら、その機構については不明であり、また、　Cm磁加の
活性酸素産生の生物学的意義についても明らかにされていない。C加a面∂自
身の増殖に対して活性酸素産生がどの様に関与するか手がかりを得る目的で、
本研究で化学変異誘導剤であるethyl　methane　sulfo難ate（EMS）を用い実験を行
った結果、三種の変異株A、B、　Cが得られた。変異株Aと変異株Bは活性酸
素産生能力は親株C翅雄齪と変わりがなかった。これに対して、変異株Cは
02憧生量が親株に比べ明らかに低下していることがわかった。また、変異株C
は02四産生量が通常より低い特性を反映して海洋細菌駅a鍾励ウ加〃5に対する
増殖抑制作用も親株に比べ弱いことがわかった。従って、Cm副加のγ
a似ηoウ加〃8に対する毒性発現に02頭が重要な役割を果たしていることが裏付け
られた。また、変異株Cが親株C加∂■伽とH202産生量において差が見られ
ない事から、H202と02国の産生系は異なっていると考えられる。おそらく、02四
はC塑磁η8細胞に存在する酵素反応によって産生放出されるのに対して、
H202は細胞内の特定な場所に濃縮されている可能性も考えられる。　superoxide
dismu挑e（sOD）存在下で。加8勲∂増殖が抑制されたことから、02国産生が。
加漉朋自分の生長に重要であると推定される。多くの生体反応において、活
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性酸素が、いわゆるシグナル伝達物質としての機能をはたしているとの報告も
ある。従って、C加3加aの場合、活性酸素産生は好中球やmacrophagcで見ら
れる生体防御の手段に加え、むしろ、生長因子としての意義の方が強い可能性
がある。変異株Cの増殖がSODの影響を受けない結果は、大変興味ある点で
ある。しかも、変異株Cの増殖曲線は親株のそれと大差がないことから、変
異株Cは02憧生にかわる生長促進機瀧を獲得した可能性も考えられる。ある
いは、変異株Cの02産生量が低下しているものの親株のほぼ50％を維持し
ており、02徊が細胞外から添加されたSODに消去されない方法により生長因子
として利用されるとも推定される。以上より、変異株CはC加a加aの活性酸
素機構を解明する上で有用であると考えられる。
　好中球やmacrophageなどの食細胞は負食時に細胞膜に存在するNADPH
oxidaseが02四を産生することが知られている。また、　concamvalin　A（ConA）等
のレクチンはこれらの細胞の表層に存在する糖鎖に結合することにより、何ら
かの刺激となり、02幽産生を誘導することが知られている。様々な生物系にお
ける活性酸素産生機構の多くはNAD（P）Hを補酵素として02分子の1電子還
元によって02回を産生する酵素反応であることが知られている。その代表例が
前述の好中球や勲crophag。の細胞膜に存在するNAD（P）H　oxidas。である。こ
の酵素は膜タンパク質であるcytoch罫ome西558（大サブユニットgp91phoxと小
サブユニットp22phoxから成る）に細胞外からの刺激に伴い、会合す3種類の
細胞質に存在する調節タンパク質で構成される複合タンパク質である。最近の
研究により、高等植物にもNADPH　oxidase様の酵素が存在しており、病原細
菌の侵入に対して、防御的に活性酸素を産生することが明らかにされつつある。
事実、哺乳類のNADPH　oxidas。の構成タンパク質と免疫学的に類似するタン
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バク質成分が植物細胞にも存在することを示す研究報告がある。Proteinase　K
処理によりC加副加の02痙生は著しく低下したことから、その産生に関与
する酵素系がCm∂加∂細胞表面に存在すると考えられている（Odaα∂n998）。
C加誼澱の細胞表層構造に関しては、植物プランクトンに類するにもかかわら
ず、細胞壁を有さず、水温、塩濃度などの環：境変化によって容易に細胞の形態
が変化すること、及び細胞表層はglycocalyxと呼ばれる糖被膜で；覆われている
ことが明らかにされている。さらに、これまでの研究により、このglycocalyx
が撹乱などの物理的刺激、あるいは、レクチンなどの化学的刺激により脱落す
現象が見い出されている。そこで、C加∂珈a細胞表層にあるglycocalyx高分
を調製し、その活性酸素産生について検討した。その結果、このglycocalyxが
物理的及び化学的刺激により、容易に脱落することを見出した。さらに、興味
ある発見はこのglycocalyx山分にはNADPHに応答して02四を産生する酵素系
が存在することを見出した。NADH添加においても、　glycocalyx塩分のある程
度の02憧生が認められたが、NADPHの方がより効果的であった。なお、　NAD
＋、NADP＋は無効であったこと及び、　NADHあるいはNADPHをESM培地の
みに添加した場合、化学発光はほとんど認められなかったことから、glycocalyx
二分中の酵素系がNADPHを利用して、02四を産生していることが確認された。
さらに、好中球のNADPH　oxidas。の阻害剤であるDPIがglycocalyx画分の02国
産生を濃度依存的に阻害するとの実験結果も得られた。一方、ヒト好中球の
cytochromeわ558の大サブユニット（gp91phox）を特異的に認識する抗体も用い
た免疫学的解析からも興味ある結果が得られた。まず、ウエスタンプロットの
解析により、glycoca亙yx画分内にgp91phox類似タンパク質が存在することが明
らかになった。検出されたタンパク質の分子量は110kDaでありヒト好中球の
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もの（gp91phox）より少し高分子であった。高等植物で見出されている
gp91phox類似タンパク質ではN一末端側に数百残基余分にアミノ酸を有してい
ることが知られている。C加副朋が光合成能力を有する植物プランクトンで
あることから、C加∂r血aのgp91phox類似タンパク質は高等植物のそれにより
近い可能性も考えられる。このgp91phox類似タンパク質がC加3加∂細胞表層
に存在することが間接蛍光抗体法によって確認された。さらに、サザンプロッ
トによる解析結果からもgp91phox類似タンパク質をコードする遺伝子がC
温品朋に存在することを示す結果が得られた。以上の結果から、C加温加の
活性酸素産生を司る酵素系はCm∂面∂細胞表層のglycocalyxに存在すること
が明らかとなった。さらにその酵素系はヒト好中球のNADPH　oxidaseに類似
しており、少なくとも、その主要構成タンパク質である9P91phoxに相同性を
有するタンパク質がC加温加に存在することが強く示唆された。
　以前の報告により、ブリの鯉粘液と体表粘液物質をC加8加aに添加すると
活性酸素産生量が上昇することが見出されている（Nakam雛aθf　3n998）。　C
加a勲∂曝露時におけるブリの生理学的な検討からC加晶晶に曝露されたブリ
において最も初期に観察される生理的変化は動脈血酸素分圧の急激な低下であ
ることが明らかにされた（lshimatsuθ細n990、1991、　Tsuchiyamaθf　an992）。
さらに、C加磁加曝露時におけるブリの鯛の組織学的な検討の結果、これま
で提唱されていた2次鯉弁上皮の浮腫は血液酸素分圧の低下時には起きてお
らず、唯一認められた組織学的変化は入鯛弁動脈側の1次鰐二間における多
量の粘液物質の存在であることが見出されている（ls髄matsuθf∂踊996、　Hishida
伽孟1997）。前述したように、C三二麗の活性酸素産生に関わる酵素系は
glyCGcalyxに存在しており、その酵素系はヒト好中球細胞膜に存在するNADPH
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oxidaseに類似していることを見出している。従って、　C加副η∂の魚毒性発現
時にglycocalyxが関与する可能性が示唆された。そこで、　glycocalyx二分をラ
ットに免疫し、g互ycocalyxを認識する抗血清を調製し、この抗血清を用い、　C
二二澱曝露後のブリ鯛組織の免疫化学的手法による解析を行った。固定化し
たCm証朋細胞の間接蛍光抗体法による解析を行った結果、本抗血清がC
加∂加a細胞表層を特異的に認識し、結合することが確認された。本抗血清はC
加副加曝露後のブリ鯉組織、特に鯉二間に陽性反応を示した。また、この様な
反応は正常ブリ由来鯉弁では全く認められなかった。これらの結果から、C
m∂面∂細胞が鯉組織を通過した際、一部のCm副朋細胞のglycocalyxが脱落
し、鯉組織表面に付着する可能性が示唆された。Cm説遡曝露後のブリ鯛組織
をクロロフィルを検出する蛍光波長で観察したところ、一部変形したC加8r島
細胞の存在が確認された。なお、これら鯛に付着したC加∂加∂細胞はglycocalyx
抗体との陽性反応は認められなかったことから、これらはすでにglycocalyxを
脱落した細胞であると推定された。以上の結果からC加∂加aの魚毒性発現機
構は、C加認η∂細胞がブリ鯛を通過する際、一部のC加a面∂細胞のglycocalyx
が脱落し鯉表面に付着し、glycocalyxに存在する活性酸素産生系の持続的な活
性酸素産生放出により、鯉組織が傷害を受け最終的に窒息することであると考
えられる。
　一方、種々のレクチン、例えばCo簸A（Conc蹴avali凱A）、　CBH（caster　be餓
hemaggluti鷺i簸）、あるいはwGA（wh戯g◎rm＆gg1畷nin）添加で。搬艇齪とE
砥a訪加。の02一産生量は濃度依存的に増強され、その作用はそれぞれのレクチ
ンの特異な糖添加でほぼ完全に阻害されたことから，少なくともグルコース、
マンノース、ガラクトース、N一アセチルガラクトサミンを含んだ糖鎖がこれ
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ら藻類の細胞表層に存在することが推定されている（Odaθ’∂n998）。また、
ブリ由来の粘液物質にC朋勾姻をさらすと，ムコシストと呼ばれる小片の放
出に伴い02憧生が増強したと報告されている（Shimadaαa！，1993、Tanakaθ’∂Z
1994）。ブリの他にマダイ，ヒラメの鯉及び体表粘液物質をC加誼加とE
8左35ゐ加。に添加したところ、いずれの粘液物質もCm∂r血8と嵐a如5ゐ加。の02画
産生量を大幅に増強することが報告されている（Nakamuraθf　an998）。一方、
ρ加∂油aとC．朋吻囮の無細胞柚出物の中にレクチン様物質が存在しているこ
とが見出されており、細胞表面に糖鎖を認識する部位が存在しているのではな
いかと考えられている（Ahmedθf∂n　995、　Horiα3n　996）。本研究において、
C加∂加∂及びE2左∂5西加。にgalacturonic　acid（GamA）を添加すると、濃度依存
的にその02囮産生量が増強することを見出した。Ga1UA以外単糖であるgalaαose、
gbcos。、　mannose、　rhamnoscでは全く影響が認められず、また、　GalUAと同じ
uro難ic　acidであるma薮nuronic　acid（ManUA）及びg蓋ucuronic　acid（GluUA）も無効
であった。従って、C加短朋及び丑a舶訪加。の表面にはGalUAを特異的に
認識する部分が存在し、この部分にGalUAが結合すると02図産生が増強すると
考えられる。植物細胞においては、polygalac櫨onic　acidやある糖のカビ類の分
解産物である糖蛋白質がエリシターとして作用し、植物細胞の活性酸素産生を
上昇させたとの報告がある（：Le◎and　West　1981、　Hahnθf∂エ1981、　Davis　o’∂Z　1982、
Ya蹴g蹴d　Gabrie11995）。　C加a面∂にも高等植物に類似した糖認識及びそれに引
き続くシグナル伝達機構が存在する可能性が示唆された。
　0倣加廊。〃51鵬α5による赤潮はこれまで報告例がなく、二種が毒性を有す
るか否か不明であった。本研究により、（λ1鵬α5はC此面aやE磁38ゐ加。と
同じく通常の培養条件下で活性酸素02囮及びH202を産生していることが分か
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つた。（λ1〃励5とγβ忽加。卸fc〃5を一緒に培養すると0。1μ吻5の細胞濃度依存
的に三六g伽ヶ加α8の増殖抑制が見られ、8時間培養した後の駅β忽ηo切初5
生細胞数は（λ1〃魏5非存在下に比べ、明らかに減少していた。また、このσ1〃吻8
のγa輪切か漉ロ5に対する増殖抑制作用は、SOD及びcatalase添加により阻害
されたことから、（λ1鵬認もCma加a及びEa豪語加。と同様、活性酸素を介
した毒性を駅a忽fηo卸蜘5に発現することがわかった。α1μ励5が活性酸素
産生について、化学発光法によりさらに詳細に調べたところ、糖特異性が異な
るレクチンCon　A、　WGA及びCBHはいずれも、　a　1π励5の活性酸素産生を上
昇させる作用を有していることがわかった。従って、活性酸素産生及びそのレ
クチン刺激応答機構の存在は、ラフィド藻類に共通した生化学的性質であると
考えられる。以上の結果により、（λ1鷹〃8も赤潮原因プランクトンとして知ら
れているEa如5駈WiO及びC加∂加8と同様、活性酸素02四、　H202を産生放出
し、周囲の生物に対して毒性を発現する可能性が示唆された。
　一方、Cl遡加∂の活性酸素産生は対数増殖期に最も高くなること、superoxide
dismutaseやcatalase存在下ではその増殖が著しく抑制されることから、C加8加∂
にとって活性酸素産生は分裂増殖に必要な反応であると推定される（Oda　of∂エ
1995）。また、C翅∂面∂は活性酸素を介した魚毒性を発現する一方、自らが産
生する活性酸素に対して独特の耐性機構を有していると考えられる。そこで、
C加硫翻細胞内における活性酸素消去活性物質の存在の有無について検討した。
C坐論a及びEakヨ訪翻。が産生する02剛に対するC加雄齪抽出物の消去作用
は濃度依存的で、100μg／m1の濃度でほぼ100％消去されることがわかった。
また、H202に対するC加a面a抽出物の影響について調べた結果、濃度依存的
消去作用が認められたが、02回に対する作用に比べ、弱いことがわかった。さ
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らに、c加副朋の海洋細菌駆唾吻。ヶ加μ8増殖抑制作用はCm副η∂抽出物添
加でほぼ完全に消失した。これらの結果は、C加磁加をはじめとするラフィド
藻類による赤潮から養殖魚等を防御する手段として本物質の有効性を示唆して
いる。Cm3加∂抽出物を透析すると、02回消去活性は消失すること、及びBio　Gel
P－10によるゲル濾過の結果から、02四消去活性を担う物質は生物界に広く存在
する酵素SODではなく、比較的低分子の抗酸化様物質であると推定された。
今後、本物質の化学的分析等、さらに研究を進めていくことで、その幅広い有
用性が見出せるものと考えられる。
　以上、本研究により、赤潮プランクトン。加∂加aについて以下の（i）一（v）に
ついて明らかとなった。（i）c加a血8の活性酸素産生を司る酵素系は。加8珈∂
細胞表層のglycocalyxに存在すること、（ii）さらにその酵素系はヒト好中球の
NADPH　oxidas。に類似しており、少なくとも、その主要構成タンパク質である
gp91phox相同性を有するタンパク質が。加a加aに存在すること、（i並）c釦3面∂
曝露時に、鯛を通過する一部の。加∂勲3細胞のglycocalyxが脱落し鯉表面に
付着し、持続的に活性酸素が産生放出され、鯉組織が傷害を受ける可能性があ
ること、（iv）α1α励5も活性酸素産生放出し、周囲の生物に対して毒性を発現
する可能性があること、（v）c二二伽細胞内には低分子量活性酸素消去物質が
存在する。
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